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A. Latar Belakang 
 Diabetes mellitus tipe 2 merupakan penyakit metabolik kompleks yang 
ditandai dengan tingginya stress oksidatif.1  Berdasarkan Riskesdas 2013, 
prevalensi diabetes mellitus penduduk Indonesia usia >15 tahun sebesar 6,9% atau 
sekitar 12 juta orang, dimana 90% dari total prevalensi merupakan diabetes 
mellitus tipe 2.2 Selain itu, dilaporkan 36,6% penduduk Indonesia usia >15 tahun 
mengalami keadaan glukosa darah puasa terganggu (GDP), yakni suatu keadaan 
yang berisiko menjadi diabetes mellitus tipe 2. Penderita diabetes mellitus tipe 2 
diprediksi mencapai 23,1 juta orang pada tahun 2030 di Indonesia.3,4 Hal tersebut 
dapat mengakibatkan permasalahan penurunan kualitas sumber daya manusia di 
masa yang akan datang.  
 Tingginya stress oksidatif pada pasien diabetes mellitus tipe 2 
merupakan konsekuensi dari hiperglikemia dan hiperinsulinemia akibat resistensi 
insulin kronis.1 Resistensi insulin merupakan ketidakmampuan sel atau jaringan 
menggunakan insulin secara efektif untuk mengatur transpor glukosa ke dalam sel 
atau jaringan target yang mengakibatkan gangguan penyerapan glukosa darah 
akibatnya terjadi hiperglikemia kronis. Resistensi insulin dapat terjadi sebelum 
pasien terdiagnosis diabetes Hiperglikemia kronis menyebabkan tingginya radikal 
bebas dalam tubuh dan memicu kerusakan fungsi dan struktur sel beta pankreas.  
Radikal bebas akibat hiperglikemia meningkat melalui beberapa mekanisme, 
seperti: (1) non-enzymatix glycation (AGEs) (2) glucose auto-oxidation, and (3) 
polyol pathway.2-6.5  Pembentukan radikal bebas yang meningkat menyebabkan 
kondisi stress oksidatif.  Stres oksidatif inilah yang dapat mengakibatkan 
patogenesis komplikasi diabetes mellitus tipe 2 karena menginduksi peroksidasi 
lipid, produksi sitokin proinflamasi, dan menurunkan respon sistem imun. 
 Perbaikan sensitivitas insulin dapat mengurangi keparahan resistensi 
insulin, agar kondisi hiperglikemia dan hiperinsulinemia dapat terkontrol.  
Berdasarkan penelitian, vitamin D3 dan vitamin B12 merupakan vitamin yang 
dapat mengurangi keparahan resistensi insulin dan mencegah patogenesis 
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komplikasi diabetes mellitus tipe 2.6–8 Vitamin D3 merupakan prekursor vitamin 
D yang dapat diperoleh dari paparan sinar UVB dan diet.5  Vitamin D3 memegang 
peranan penting mempengaruhi sensitivitas insulin melalui peningkatan fungsi sel 
beta pankreas dalam menstimulasi sintesis dan pelepasan insulin.15  Selain vitamin 
D3, vitamin B12 juga memegang peranan penting dalam mempengaruhi 
sensitivitas insulin melalui mekanisme penurunan homosistein. Pemberian 
vitamin B12 (500µg/hari) bersama dengan folat (5 mg) selama satu bulan 
dilaporkan dapat membantu memperbaiki sensitivitas insulin pada pasien 
resistensi insulin melalui mekanisme penurunan jumlah homosistein yang 
menghambat stimulasi fosforilasi tirosin pada reseptor insulin.6,7 Namun, 
beberapa studi menyebutkan defisiensi vitamin D3 (<50nmol/L) dan vitamin B12 
(≤ 148 pmol/l) banyak terjadi pada pasien diabetes mellitus tipe 2. Walaupun 
Indonesia merupakan negara tropis yang mendapat cukup sinar matahari, gaya 
hidup sedentary life style merupakan faktor risiko terjadinya defisiensi vitamin D.  
Gaya hidup yang cenderung beraktivitas dalam gedung dari pagi hingga malam, 
sehingga durasi terkena paparan cahaya matahari kurang dari rekomendasi, 
idealnya durasi paparan sinar matahari berkisar 450 menit/minggu. Selain itu 
makanan sumber vitamin D  hanya sedikit, seperti ikan salmon, mackerel, ikan 
cod, jamur shittake, dan kuning telur.5,9  Sumber vitamin D terbanyak dapat 
ditemukan pada ikan laut, namun sayangnya tingkat konsumsi ikan laut 
masyarakat Indonesia masih rendah.10  Selain itu, penumpukan jaringan adiposa 
pada overweight dan obesitas menyebabkan vitamin D tersimpan dalam jaringan 
adiposa sehingga tidak dapat diabsorbsi oleh tubuh.10  Sedangkan perrmasalahan 
defisiensi vitamin B12 pada pasien diabetes mellitus tipe 2 diakibatkan asupan 
diet yang kurang dan malabsorbsi vitamin B12. Metformin, salah satu jenis obat 
biguanides untuk menurunkan kadar glukosa darah, dilaporkan menghambat 
absorbsi vitamin B12 karena metformin dapat mengubah motilitas usus untuk 
pertumbuhan bakteri usus sehingga berlebih dan mengganggu homeostasis 
kalsium, dimana penyerapan vitamin B12 bergantung dengan adanya kalsium.11–14 
 Berdasarkan permasalahan tersebut, fortifikasi makanan merupakan 
salah satu upaya untuk mengatasi defisiensi vitamin B12 dan vitamin D3 pada 
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pasien diabetes mellitus tipe 2. Adanya sumber makanan kaya vitamin B12 dan 
vitamin D3 diharapkan memenuhi kebutuhan akan vitamin tersebut. Fortifikasi 
pangan merupakan penambahan satu atau lebih zat gizi ke dalam bahan pangan 
dengan tujuan meningkatkan tingkat konsumsi dari zat gizi yang ditambahkan 
untuk meningkatkan status gizi dan mencegah defisiensi zat gizi.18 Hasil 
penelitian konsumsi yogurt berfortifikasi vitamin D3 (1000 IU/hari) selama 12 
minggu terbukti memperbaiki status glikemik pasien diabetes mellitus tipe 2, 
sedangkan fortifikasi vitamin B12 masih jarang dilakukan, namun pemberian 
vitamin B12 500mcg bersama dengan folat terbukti berkaitan dengan penurunan 
resistensi insulin. 
 Susu dan produk olahannya merupakan salah satu media yang baik 
untuk fortifikasi vitamin B12 dan vitamin D3.18 Salah satu olahan produk susu 
yang memiliki banyak keunggulan untuk kesehatan adalah kefir.  Kefir 
merupakan jenis olahan susu fermentasi dari bibit kefir yang mengandung khamir 
dan bakteri probiotik yang berasal dari Kaukasus, Rusia. Kefir mengandung 
kompleks bakteri probiotik, seperti lactobacilli, lactococi, leuconostoc, dan 
acetobacteria.19 Hasil penelitian yang dilakukan Ostadrahimi et al menunjukkan 
keunggulan kefir terhadap profil glukosa pada tikus diabetes, yaitu penurunan 
nilai HbA1c dan kadar glukosa darah puasa dengan cara mencegah kerusakan sel 
beta pankreas karena adanya aktivitas antioksidan dari probiotik.20 Aktivitas 
antioksidan probiotik dapat mencegah kerusakan oksidatif dengan cara mencegah 
peroksidasi lipid dan meningkatkan antioksidan, seperti glutation peroksidase, 
katalase, dan superoxide dismutase pada tikus diabetes.21 Keunggulan kefir 
lainnya yaitu adanya eksopolisakarida yang disebut kefiran. Kefiran merupakan 
heteropolisakarida yang larut dalam air, terdiri dari glukosa dan galaktosa dan 
diproduksi oleh lactobacillus kefiranofaciens.22 Kefiran berperan sebagai 
emulsifier, stabilisator, pengental, pengikat, koagulan, dan pelumas. Kefiran 
merupakan enkapsulasi alami23, sehingga diharapkan dapat menjaga kestabilan 
dari vitamin B12 dan vitamin D3 yang ditambahkan dalam kefir.  
Komposisi gizi kefir tergantung pada jenis susu yang difermentasi 
sehingga komponen bioaktif yang terbentuk secara kuantitas juga berbeda.19,24 
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Susu kambing merupakan bahan yang unggul  untuk diolah menjadi kefir. 
Kandungan kalsium, magnesium dan fosfor dalam susu kambing lebih tinggi 
daripada susu sapi. Kualitas protein susu kambing lebih baik daripada susu sapi 
karena protein susu kambing lebih mudah larut dan dicerna serta risiko alergi 
yang lebih rendah.  Susu kambing mengandung medium chain fatty acid (MCT) 
dengan proporsi yang tinggi, seperti butirat, laurat, kaproat, palmitat, asam 
linoleat, dan asam α-linoleat dengan rantai cabang 4-18 atom karbon.  Butiran 
lemak susu kambing memiliki ukuran rata-rata sebesar 2 µm, lebih kecil dari pada 
ukuran butiran lemak susu sapi yang mencapai 2,5-3,5 µm.25 Hal tersebut 
membuat lemak susu kambing lebih homogen daripada susu sapi sehingga lebih 
mudah dicerna. Walaupun banyak keunggulan dari susu kambing, susu kambing 
memiliki kekurangan, yaitu kandungan vitamin C, D, B6, B12 dan asam folat 
yang rendah.26,27 
Mutu gizi kefir dan kestabilan vitamin B12 dan vitamin D3 dalam kefir 
merupakan salah satu indikator keeektifan fortifikasi. Fortifikasi vitamin D3 yang 
pernah dilakukan pada produk keju terbukti efektif karena tidak mengubah 
karakteristik sensori dan vitamin D3 stabil dalam keju hingga 9 bulan28, 
sedangkan penelitian tentang fortifikasi vitamin B12 belum banyak diteliti. Kefir 
merupakan minuman yang sensitif terhadap perubahan mutu gizi selama 
penyimpanan karena adanya aktivitas metabolisme bakteri dan ragi atau khamir 
yang aktif.  Hasil penelitian melaporkan bahwa terjadi peningkatan CO2 dan 
etanol akibat adanya aktivitas Saccaromyces cervisiae selama penyimpanan.29 
Selain itu aktivitas bakteri asam laktat dan asetat dalam kefir dapat menyebabkan 
denaturasi lemak,30 peningkatan viskositas, dan penurunan pH31 selama 
penyimpanan.  Hasil penelitian melaporkan bahwa kefir masih aman dikonsumsi 
hingga 1 bulan bahkan hingga 2 bulan walaupun terjadi perubahan komposisi 
kefir selama penyimpanan.29,32  Berdasarkan hal tersebut, terdapat kemungkinan 
bahwa fortifikasi vitamin B12 dan vitamin D3 dapat berpengaruh terhadap mutu 
gizi kefir karena kefir rentan mengalami perubahan mutu gizi.  Oleh sebab itu, 
peneliti ingin mengetahui mutu gizi kefir susu kambing berfortifikasi vitamin B12 
dan vitamin D3, yang meliputi  kandungan vitamin B12, vitamin D3, karbohidrat, 
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protein, lemak, serat dan total bakteri selama penyimpanan 0, 3, 6, 9, 15, dan 30 
hari. 
B. Perumusan Masalah  
Bagaimana mutu gizi kefir berfortifikasi vitamin D3 dan vitamin B12 
selama masa penyimpanan? 
C. Tujuan  
1. Tujuan umum 
Mengetahui mutu gizi  kefir susu kambing berfortifikasi vitamin D3 
dan vitamin B12 selama penyimpanan. 
2.  Tujuan khusus 
a. Mendeskripsikan kandungan gizi yaitu karbohidrat, protein, lemak, 
serat pada kefir susu kambing berfortifikasi vitamin D3 dan vitamin 
B12 selama penyimpanan. 
b. Mendeskripsikan kandungan kadar vitamin B12 dan vitamin D3 pada 
kefir susu kambing berfortifikasi vitamin D3 dan vitamin B12 selama 
penyimpanan. 
c. Mendeskripsikan total bakteri pada kefir susu kambing berfortifikasi 
vitamin B12 dan vitamin D3 selama penyimpanan. 
d. Mendeskripsikan nilai pH dan viskositas pada kefir susu kambing 
berfortifikasi vitamin D3 dan vitamin B12 selama penyimpanan. 
D.  Manfaat hasil 
Hasil penelitian diharapkan dapat memberikan informasi kepada 
para peneliti dan masyarakat tentang mutu gizi kefir berfortifikasi vitamin 
B12 dan vitamin D3. Hasil penelitian juga dapat sebagai referensi 













A. Tinjauan Pustaka 
1. Resistensi Insulin dan Diabetes Mellitus  
Insulin adalah hormon yang dibuat oleh kelenjar pankreas. Sel-sel 
beta pankreas membuat insulin dan melepaskannya ke dalam darah.  
Insulin berperan dalam metabolisme dengan cara membantu sel-sel otot, 
lemak, dan hati untuk menyerap glukosa yang dibutuhkan untuk energi. 
Insulin juga merangsang jaringan otot dan hati menyimpan glukosa dalam 
bentuk glikogen. 33 
Diabetes mellitus tipe 2 merupakan penyakit dengan metabolik 
kompleks, yang  ditandai dengan tingginya stres oksidatif dan inflamasi 
kronis. Stress oksidatif menjadi dasar patofisiologi dari resistensi insulin 
dan diabetes mellitus tipe 2.34,35 Obesitas, pertambahan umur, dan 
kebiasaan hidup tidak sehat berkontribusi menciptakan lingkungan 
oksidatif. Konsekuensi dari lingkungan oksidatif yaitu perkembangan 
resistensi insulin, difungsi sel beta pankreas, kegagalan toleransi glukosa, 
dan disfungsi mitokondria Hasil studi menyebutkan bahwa penurunan 
transport glukosa ke dalam sel adalah akibat adanya reactive oxygen 
species (ROS) yang merupakan produk akhir metabolisme asam lemak 
bebas.  ROS mempengaruhi aktivitas transporter utama glukosa GLUT-4. 
Penelitian pada tikus yang salah satu allele gen GLUT-4 nya dirusak 
menghasilkan resistensi insulin yang parah.36 Resistensi insulin merupakan 
kondisi dimana sel beta pankreas memproduksi insulin, namun sel atau 
jaringan target tidak merespon dengan baik terhadap insulin dan 
mengakibatkan gangguan dalam penyerapan glukosa darah. Akibatnya, 
tubuh membutuhkan insulin lebih banyak untuk menyerap glukosa, 
sehingga memperberat kerja sel beta pankreas. Resistensi insulin 
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merupakan onset perkembangan diabetes mellitus tipe 2 karena sel beta 
gagal memenuhi kebutuhan tubuh akan insulin.33 
Pasien diabetes berisiko mengalami defisiensi vitamin B12 dan 
vitamin D3. Asupan sumber vitamin B12, malabsorbsi vitamin, dan faktor 
usia berpengaruh terhadap konsentrasi vitamin B12 dalam plasma. 
Beberapa hasil penelitian melaporkan defisiensi vitamin B12 banyak 
terjadi pada pasien diabetes mellitus tipe 2 yang mengonsumsi metformin.  
Penggunaan metformin menyebabkan malabsorbsi vitamin B12 karena 
metformin dapat mengubah motilitas usus untuk pertumbuhan bakteri usus 
yang berlebih dan mengganggu homeostasis kalsium, dimana penyerapan 
vitamin B12 bergantung dengan adanya kalsium. 37  
Konsentrasi vitamin D3 cenderung rendah pada pasien diabetes 
mellitus.  Serum 25-hydroxyvitamin D (25OHD) adalah standar indikator 
status vitamin D, yang terdiri dari kolekalsiferol (vitamin D3) dan 
ergokalsiferol (vitamin D2). Kriteria defisiensi vitamin D yaitu konsentrasi 
vitamin D dalam plasma kurang dari 30 ng/mL.38 Defisiensi vitamin D3 
dikaitkan dengan perkembangan diabetes mellitus, dimana vitamin D3 
berperan dalam mengatur sensitivitas insulin.15 Defisiensi vitamin D3 pada 
pasien diabetes disebabkan multifaktor, seperti kurangnya paparan sinar 
matahari, tingginya stress oksidatif, adiposa, aktivitas fisik dan usia. Stress 
oksidatif berkorelasi negatif terhadap level vitamin D3 dalam plasma, jika 
stress oksidatif meningkat, maka vitamin D3 menurun dalam plasma. 
Penurunan bioavailabilitas vitamin D3 disebabkan adanya perubahan 
absorbsi vitamin D3 dalam usus halus atau perubahan metabolisme 
vitamin D3 dalam tubuh.15 
 
2. Vitamin D3 (Cholecalciferol) 
Vitamin D3 memiliki dua bentuk, yaitu vitamin D2 (ergokalsiferol) 
dan vitamin D3 (kolekalsiferol), keduanya merupakan senyawa sterol yang 
berperan sebagai regulator homeostasis kalsium dan fosfor.  Vitamin D 
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memiliki polaritas yang rendah, sehingga vitamin D tidak larut dalam air. 
Vitamin ini juga sensitif terhadap oksidasi, cahaya, dan panas.39 
Vitamin larut lemak ini berperan dalam diferensiasi sel dan sekresi 
serta metabolisme hormon, termasuk hormon paratiroid dan insulin.  
Vitamin D3 disintesis di kulit dengan bantuan sinar ultraviolet dari cahaya 
matahari dan dapat diperoleh dari diet (kuning telur, hati, dan protein 
hewani)..  Vitamin D2 juga diperoleh dari diet  dari tanaman.  
(ergocalciferol). Kedua bentuk vitamin tersebut dimetabolisme dengan 
cara yang sama oleh tubuh, ditinjau dari segi gizi vitamin D3 dan vitamin 
D2 dianggap sama. Vitamin D dimetabolisme dalam hati menjadi 25-
hydroxyvitamin (25(OH)D).  Kadar serum 25(OH)D dapat menjadi tolak 
ukur status vitamin D.  Dalam ginjal, 25(OH)D diubah menjadi 1,25-
dihydroxyvitamin-D (1,25-(OH)2-D), yang merupakan bentuk aktif 
vitamin.40 1,25-(OH)2-D berperan dalam duodenum untuk meningkatkan 
absorbsi kalsium, vitamin ini juga berperan dalam sel tulang (osteoblas 
dan osteoklas) untuk mobilisasi kalsium.40 
Mekanisme absorbsi vitamin D dari saluran pencernaan sama 
dengan absorbsi lemak.  Vitamin D berikatan dangan micelles  dan 
bergabung dengan lipid melalui difusi pasif untuk masuk ke dalam 
enterosit. Adanya lemak di duodenum merangsang pelepasan asam 
empedu untuk memfasilitasi absorbi lemak dan vitamin larut lemak. Oleh 
sebab itu, vitamin D dapat menunjukkan efisiensinya jika dilarutkan dalam 
minyak, bubuk laktosa, dan bubuk selulosa.41 
Mekanisme vitamin D3 mempengaruhi sensitivitas insulin, yaitu 
1,25(OH)2D3 berperan dalam diferensiasi osteoblast dan sensitivitas 
insulin melalui aktivasi sistem pengaturan endokrin, dimana insulin 
memberi sinyal untuk akuisisi tulang dan merangsang sekresi 
undercarboxylated osteocalcin yang berperan sebagai hormon pengatur 
produktivitas dan sensitivitas insulin.15   
Vitamin D3 stabil dalam susu dan produk olahannya.42 Fortifikasi 
vitamin D3 di Amerika dan Kanada pada produk susu terbukti 
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meningkatkan kadar vitamin D3 pada plasma. Rekomendasi vitamin D 
dalam satu hari yaitu 600 IU (usia 1-70 tahun) dan 800 IU (usia>70 tahun). 
Berdasarkan FDA 2007, rekomendasi fortifikasi vitamin D3 pada susu 
yaitu 400IU (10 μg) per quart (1 quart=946,4 mL). 43 
Susu merupakan kendaraan yang baik untuk fortifikasi vitamin D3 
karena vitamin D3 bersifat larut lemak dan mengandung kalsium yang 
baik untuk tulang. Hasil penelitian fortifikasi vitamin D3 terhadap keju di 
Amerika dengan dosis 150 IU/ sajian keju, diperoleh hasil bahwa vitamin 
D3 tidak menyebabkan perubahan rasa pada keju.  Hingga bulan ke 9, 
vitamin D3 masih stabil dalam keju yang difortifikasi dengan vitamin D.28 
Fortifikasi vitamin D3 juga pernah dilakukan terhadap yogurt. Konsumsi 
yogurt yang difortifikasi vitamin D3 (1000 IU/hari) dan kalsium 
(600mg/hari) signifikan menurunkan glukosa darah, mengurangi 
inflamasi, dan meningkatkan regulasi glukosa yang digunakan untuk 
energi pada pasien diabetes mellitus II.8 Suplementasi vitamin D3 pada 
penderita diabetes mellitus II African Americans, level vitamin D3 
meningkat dari 25 ng/mL menjadi 34 ng/mL dan signifikan menurunkan 
hemoglobin  A1c dari 9.15% menjadi 7.98% .44  
 
3. Vitamin B12 (Kobalamin) 
Vitamin B12 (kobalamin) mempunyai struktur cincin yang 
kompleks (cincin corrin), dimana terkandung kobalt di bagian tengahnya. 
Sianokobalamin merupakan bentuk yang paling stabil.  Sumber vitamin 
B12 adalah makanan produk hewani, seperti daging, telur, dan susu. 
Vitamin B12 bersifat larut dalam air, stabil hingga suhu 1000C, 
dipengaruhi kondisi asam atau basa, dan dipengaruhi cahaya. Vitamin B12 
stabil terhadap  oksigen, larutan asam, namun tidak stabil pada kondisi 
basa atau alkali dengan suhu >1000C, sangat asam, dan mudah 
terdegradasi oleh cahaya, sehingga sebaiknya disimpan di tempat gelap.45 
Proses penyerapan vitamin B12 dimulai di dalam lambung, asam 
klorida dan enzim pepsin melepaskan vitamin B12 dari protein yang 
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terpasang dalam makanan. Lambung juga juga mengeluarkan molekul 
yang disebut faktor intrinsik yang mengikat vitamin B12.  Faktor intrinsik 
dan vitamin B12 terikat bersama dan diserap usus kecil, di mana reseptor 
mengenali kompleks vitamin B12-faktor intrinsik (reseptor tidak 
mengenali vitamin B12 sendiri tanpa faktor intrinsik.) Vitamin B12 
mengikuti rute sirkulasi enterohepatik. Hal ini terus disekresi ke empedu 
dan dikirim ke usus, di mana vitamin B12 diserap.37 
Vitamin B12 berfungsi sebagai bagian dari koenzim 
methylcobalamin dan deoxyadenocobalamin yang berperan dalam sintesis 
sel-sel baru, membantu memelihara sel-sel saraf, membantu mengubah 
folat menjadi bentuk aktif, dan membantu memecah asam lemak dan asam 
amino. Vitamin B12 juga berperan dalam sintesis monoamino atau 
neurotransmiter seperti serotonin dan dopamin.12 Vitamin B12 berperan 
dalam fungsi fisologis melalui 2 jalur enzimatik yaitu proses metilasi 
homosistein menjadi metionin dan konversi dari methylmalonyl coenzyme 
A (CoA) menjadi succinyl-CoA.  Vitamin B12 berperan sebagai kofaktor 
yang memfasilitasi metilasi homosistein menjadi metionin, dimana 
vitamin melepaskan grup metil ke penerima metil, yaitu myelin, 
neurotransmitter, dan membran fosfolipid. 12,46 
Defisiensi vitamin B12 menyebabkan gangguan pada proses 
metilasi dan peningkatan serum homosistein. Hiperhomosisteinemia 
berpotensi merusak saraf dan endotelium pembuluh darah. Reaksi ini 
essensial dalam konversi asam folat (metil-tetrahidrofolat) menjadi 
tetrahidrofolat, bentuk aktif dalam metabolis.46,47 Kondisi defisiensi 
vitamin B12 juga mengakibatkan konversi methylmalonyl coenzyme A 
(CoA) menjadi succinyl-CoA berkurang sehingga terjadi peningkatan 
serum methylmalonic acid (MMA).  Hal ini diikuti dengan sintesis asam 
lemak dalam membran saraf menjadi terganggu.12 
Kebutuhan vitamin B12 pada orang dewasa sebanyak 2,4 mcg per 
hari. Dalam penelitian ini, penambahan vitamin B12 pada kefir susu 
kambing sebanyak 20 mcg/100 gr kefir.48  
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Kandungan vitamin B12 pada berbagai susu dan olahannya 
tidak begitu tinggi, namun kontribusi asupan vitamin B12 dari susu dan 
olahannya signifikan karena dikonsumsi oleh banyak orang.   Ketika 
vitamin B12 (0,25 lg) dicampur pada susu dan dikonsumsi oleh manusia, 
rata-rata absorbsi oleh tubuh sebesar 55% atau 65%.  Vitamin B12 dapat 
hilang selama proses pengolahan susu, pemanasan selama 2-5 menit dan 




 Fortifikasi pangan biasanya dianggap sebagai tambahan yang 
disengaja dari satu atau lebih zat gizi mikro untuk makanan tertentu, 
sehingga dapat meningkatkan asupan mikronutrien dalam rangka untuk 
memperbaiki atau mencegah defisiensi zat gizi. Tujuan utama adalah 
untuk meningkatkan tingkat konsumsi dari zat gizi yang ditambahkan 
untuk meningkatkan status gizi populasi. Keunggulan fortifikasi yaitu 
mendukung tubuh menyimpan zat gizi lebih efektif dan efisien daripada 
suplemen.  Fortifikasi makanan juga baik menurunkan risiko defisiensi 
multiple  akibat asupan  yang buruk.18  
Syarat fortifikan adalah tidak mengubah organoleptik bahan 
pangan, dapat homogen dengan bahan pangan, bioavailabilitas tinggi dan 
mudah dicampurkan ke bahan pangan.18 Syarat bahan pangan yang 
difortifikasi adalah bahan pangan mudah ditemui, dapat homogen dengan 
fortifikan, dapat dikonsumsi cukup, teratur, dan konsisten. 
Bioavailabilitas zat gizi atau fortifikan merujuk pada absorbsi dan 
peran fisiologis dalam tubuh. Faktor yang berkaitan dengan 
bioavailibilitas, sebagai berikut (1) beberapa vitamin dan mineral mudah 
diabsorbsi;(2) interaksi antara zat gizi;(3) komponen makanan yang dapat 
menghambat atau meningkatkan absorbsi; (4) absorbsi zat gizi dipengaruhi 






5. Susu Kambing 
Susu kambing memiliki prospek yang sangat baik untuk 
dikembangkan sebagai minuman kesehatan. Karakteristik warna lebih 
putih, globula lemak susunya relatif kecil sehingga lebih mudah dicerna, 
dan mengandung mineral seperti kalsium, fosfor, vitamin A, E, dan B 
kompleks yang tinggi. Komposisi rata-rata susu kambing adalah air 
87,0%, lemak 4,25%, laktosa 4,27%, protein 3,52%, abu 0,86% dan total 
bahan padat 13,0%.50 
Susu kambing memiliki ukuran rata-rata butiran lemak sebesar 2 
mikrometer, lebih kecil dari pada ukuran butiran lemak susu sapi yang 
mencapai 2,5-3,5 mikrometer. Ukuran butiran lemak yang lebih kecil dan 
tingginya kandungan medium chain trygliserides (MCT), membuat lemak 
susu kambing lebih tersebar dan homogen sehingga lebih mudah dicerna 
oleh sistem pencernaan manusia.27,51 Komponen lemak dalam susu 
kambing 97% berupa triasilgliserol.25  
Protein susu kambing lebih mudah larut dan lebih mudah diserap 
serta lebih rendah dalam memicu alergi oleh tubuh sehingga kualitas 
protein susu kambing lebih baik dibandingkan dengan susu sapi.27 
Kandungan utama protein susu kambing yaitu β-kasein, sedangkan 
kandungan protein utama pada susu sapi adalah α-kasein. β-kasein lebih 
mudah diserap dibandingkan α-kasein yang lama dicerna oleh enzim 
lambung.  Taurin merupakan asam amino bebas yang dominan dalam susu 
kambing.  Peran taurin dalam tubuh, seperti pertumbuhan dan 
perkembangan otak, formasi asam empedu, modulasi kalsium, dan 
berperan sebagai penstabil membran dengan cara osmoregulasi.25 
Laktosa merupakan karbohidrat utama dalam susu kambing, 
namun kandungan lebih rendah daripada susu sapi.  Laktosa disintesis dari 
glukosa dan galaktosa dalam kelenjar mamalia.  Oligosakarida, 
glikopeptida, glikoprotein, dan nukleotida merupakan karbohidrat lain 
13 
 
yang ada di susu kambing dalam jumlah yang sedikit.  Oligosakarida susu 
bermanfaat bagi tubuh karena memiliki properti antiinfeksi dan merupakan 
prebiotik.25 
Susu kambing mengandung vitamin dalam jumlah memadai, 
kecuali vitamin C, D, B6, B12, dan asam folat.26 Kandungan kalsium, 
magnesium, dan fosfor pada susu kambing lebih tinggi dari susu sapi dan 
ASI.25 
Tabel 1. Kandungan gizi susu kambing per 100 gram52 
No Kandungan Susu sapi Susu kambing 
1 Total padat (%) 12,01 12,97 
2 Energi (kkal) 61 69 
3 Protein (%) 3,29 3,56 
4 Lemak (%) 3,34 4,14 
5 Karbohidrat (%) 4,6 4,45 
6 Kadar abu (%) 0,72 0,72 
7 Vitamin B12 (mcg) 0,0357 0,065 
8 Vitamin D (mcg) 0,03 0.03 
9 Asam folat (mcg) 6 1 
10 Kalsium 119 134 
11 Besi 0,05 0,05 
12 Fosfor 93 111 
13 Kalium 152 204 
14 Natrium 49 50 
15 Seng 0,38 0,3 
16 Vitamin A 52 44 
17 Vitamin C 1 1 
18 Vitamin E 0,09 0,03 
 
6. Kefir 
Kefir adalah olahan susu fermentasi yang berasal dari 
pengunungan Kaukasus. Fermentasi adalah metode yang telah digunakan 
ribuan tahun yang lalu untuk memperpanjang umur simpan makanan.  
Fermentasi merupakan proses kimia dimana enzim memecah substansi 
organik menjadi lebih kecil, hal inilah yang menyebabkan, lebih mudah 
dicerna, stabil, dan meningkatkan kualitas gizi.42 Kefir dibuat dari aktifitas 
fermentasi bibit kefir, starter alami yang mengandung beragam bakteri 
asam laktat, asam asetat, dan ragi di dalam matriks polisakarida. Salah satu 
fitur dari kefir yang berbeda dari produk susu fermentasi lainnya adalah  
bibit kefir dapat dipulihkan setelah fermentasi dengan sedikit peningkatan 
biomassa bibit kefir hingga 25% dari jumlah fermentasi awal.53,54 Bibit 
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kefir berbentuk seperti bunga kol dengan ukuran diameter berkisar 3-20 
mm.55,56 
Kefir diolah dengan menambahkan secara sengaja bibit kefir dalam 
susu yang telah dipasteurisasi, diperam dan konsentrasi bibit kefir akan 
menentukan lama pemeraman dan keasaman yang terbentuk, sehingga 
akan berpengaruh terhadap kualitas produk akhir yang dihasilkan. pH kefir 
berkisar antara 4,2 hingga 4,6.55  Selama fermentasi 24 jam dengan suhu 
20-250C terjadi penurunan jumlah laktosa susu secara perlahan, diikuti 
juga dengan penurunan pH. Selama fermentasi, bibit kefir bertambah 
ukuran dan jumlahnya. Bakteri asam laktat dalam bibit kefir membutuhkan 
enzim yang dihasilkan ragi untuk pertumbuhan, sedangkan ragi 
menggunakan produk hasil fermentasi bakteri asam laktat sebagai sumber 
karbon dan energi sehingga bakteri asam laktat dan kefir dapat tumbuh 
dengan perbandingan yang seimbang.  Penambahan bibit kefir 30 gram per 
liter susu dan lama pemeraman 24 jam pada suhu ruang menghasilkan 
kefir dengan kualitas yang sesuai dengan standar susu fermentasi.54 
Beberapa  penelitian lain menyebutkan rasio 1:20 hingga 1:50 merupakan 
rasio optimum antara bibit kefir dan susu.24,31,32,54   
Kefir susu kambing merupakan salah satu produk fermentasi susu 
yang mengandung banyak bakteri probiotik, seperti lactobacilli, lactococi, 
leuconostoc, dan acetobacteria. Susu fermentasi ini mengandung alkohol 
0,5 – 1 %. Bakteri yang menyebabkan terbentuknya alkohol adalah 
Sacharomyces kefir dan Torula kefir. 31 Jika disimpan dengan baik, 
aktivitas bakteri kefir dapat bertahan hingga satu tahun. Selama 
penyimpanan produksi CO2 oleh ragi atau bakteri asam laktat 
heterofermentatif menyebabkan kemasan kefir dapat menggembung, 
sehingga kemasan kefir perlu diperhatikan.30 
Penelitian yang dilakukan Ejtahed et.al melaporkan konsumsi  
probiotik berpengaruh terhadap glukosa darah puasa, HbA1C dan status  
antioksidan dalam pasien diabetes tipe 2, dan  stres oksidatif yang 
disebabkan oleh hiperglikemia. Dalam kondisi  diabetes mellitus tipe 2, 
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kegagalan insulin dirangsang karena ketidakefektifan penyerapan glukosa 
oleh reseptor sel atau jaringan yang menyebabkan konsentrasi glukosa 
dalam darah tinggi, sehingga produk oksidan tinggi menyebabkan stres 
oksidatif. Penurunan glukosa darah puasa dan HbA1C terkait dengan 
aktivitas antioksidan susu probiotik-fermentasi pada beberapa jalur 
berinteraksi, yang akhirnya berpengaruh pada regulasi glukosa darah57 
Beberapa penelitian menyebutkan bahwa kefir mengandung 
bioaktif yang bersifat terapeutik yang digunakan untuk mendukung 
pengobatan sindrom metabolik (hipertensi, resistensi insulin, dislipidemia, 
dan obesitas. Probiotik dapat mempengaruhi resistensi insulin dengan 
mengurangi respon inflamasi pada diabetes. Kondisi stres oksidatif pada 
diabetes dapat menyebabkan resistensi insulin dan akibatnya penyerapan 
glukosa berkurang dalam jaringan perifer.  Dalam beberapa tahun terakhir, 
probiotik digunakan sebagai suplemen alternatif karena memiliki manfaat 
kesehatan termasuk penurunan serum/plasma kolesterol total, LDL-
kolesterol.57 
a. Komposisi kefir 
Kefir mengandung vitamin, mineral, dan asam amino esensial yang 
bermanfaat untuk kesehatan. Kandungan protein lengkap dalam kefir dan  
sudah dalam bentuk mudah dicerna oleh tubuh. Triptofan adalah salah satu 
asam amino esensial yang melimpah dalam kefir. Kalsium dan magnesium 
melimpah di dalam kefir. Kedua mineral ini berperan mendukung 
kesehatan saraf. Kefir juga kaya fosfor,yang berperan dalam metabolisme 
karbohidrat, lemak, dan  protein untuk pertumbuhan sel dan energi.55 











Tabel 2.  Kandungan gizi kefir 55 
Komponen gizi Per 100 gram Komponen gizi Per 100 gram 
Energi  65 Vitamin B1 0,04 
Lemak (%) 3,5 Vitamin B2 0,17 
Protein (%) 3,3 Vitamin B6 0,05 
Laktosa (%) 4 Kalsium 0,12 
Air (%) 87,5 Fosfor 0,10 
Asam susu (g) 0,8 Magnesium 12 
Etil alkohol (g) 0,9 Kalium 0,15 
Asam laktat (g) 1 Natrium 0,05 
Kolesterol (mg)  13 Klorida 0,1 
Phosphatateds (mg) 40 Mineral  
Asam amino esensial  Besi 0,05 
Triptofan  0,35 Tembaga 12 
Fenilalanin  + tirosin 0,35 Molibdenum 5,5 
Leusin 0,34 Mangan 5 
Isoleusin 0,21 Seng 0,36 
Treonin  0,17 Vitamin B12 0,5 
Metionin, cystine 0,12 Niasin 0,09 
Lisin 0,27 Vitamin C 1 
Valin 0,22 Vitamin D 0,08 
Vitamin A  0,06 Vitamin E 0,11 
Karoten 0,02   
 
Tabel 3. Karakteristik kefir berdasarkan Codex Alimentarius58 
Komposisi Kefir Kandungan gizi dalam kefir 
Protein susu Minimal 2,7% 
Lemak susu Kurang dari 10 % 
% asam laktat Minimal 0,6% 
Jumlah mikroorganisme (cfu/g) Minimal 107 
Ragi Minimal 104 
      
b. Kefiran 
Eksopolisakarida atau extracellular polysaccharides, didefinisikan 
sebagai polimer karbohidrat yang dapat diproduksi oleh mikroorganisme.  
Eksopolisakarida merupakan polimer yang memiliki rantai cabang panjang 
dan mengandung glukosa, galaktosa, asam glukuronik.22  Biopolimer ini 
digunakan sebagai emulsifier, stabiliser, pengental, pengikat,koagulan, dan 
pelumas.  Eksopolisakarida dapat digunakan dalam suspensi atau film. 
Industri makanan menggunakan biopolimer untuk mengubah tekstur, 
viskositas, dan elastisitas makanan. Eksopolisakarida  diproduksi oleh 
mikroorganisme banyak digunakan dalam industri makanan, farmasi dan 
kimia, dan berfungsi sebagai bioflocculants, bioabsorbent, agen 
penghapusan logam berat, agen pengiriman obat, dll.  
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Kefir mengandung eksopolisakarida yang disebut kefiran. Kefiran 
merupakan heteropolisakarida yang larut dalam air, terdiri dari glukosa 
dan galaktosa dan diproduksi oleh lactobacillus kefiranofaciens.22  Peran 
biologis kefiran, mirip dengan EPS bakteri lain, yaitu melindungi sel 
bakteri dari kondisi yang merugikan, menciptakan lingkungan untuk 
bakteri, dan bersifat kontra terhadap biosintesis homopolisakarida karena 
formasi kefiran terdiri dari banyak enzim yang telibat dan bergantung 
bakteri dalam  metabolisme kabohidrat dan pertumbuhan bakteri dalam 
fermentasi. Kefiran dilaporkan memiliki antivitas antibakteri dan 
antitumor, memodulasi sistem imun dan melindungi sel epitel melawan 
faktor exoxelluler Bacillus cereus.59 
Kefiran dapat digunakan sebagai pengubah tekstur makanan dan 
meningkatkan sifat reologi, seperti meningkatkan elastisitas  dan 
viskosisitas susu fermentasi.60 Contoh polisakarida yang umum digunakan 
sebagai bahan aditif dalam industri  yang adalah dekstran, xanthan, gellan, 
pullulan, ragi glukan dan bakteri alginat.19,59  Eksopolisakarida yang 
terdapat dalam kefir atau kefiran menunjukkan stabilitas flokulasi yang 
sama seperti xanthan tapi lebih baik daripada guar gum dengan titik leleh 
93,38 ◦C yang lebih rendah dari gum xanthan (153,4 ◦C) dan guar gum 
(490,11 ◦C). Kefiran berpotensi sebagai pengemulsi, dibandingkan dengan 
heteropolisakarida lain yang tersedia secara komersial seperti xanthan, 
kefiran  menunjukkan kemampuan pengemulsi jauh lebih baik.59 
c. Pengaruh lama penyimpanan 
Waktu simpan merupakan kriteria kualitas produk yang penting 
dalam ketentuan standar produksi. Penyimpanan kefir pada suhu rendah 
harus dilakukan dengan tujuan untuk menghambat aktivitas bakteri asam 
laktat berlanjut sehingga keasaman kefir stabil. Kefir biasanya disimpan 
pada suhu 4°C agar kualitasnya dapat dipertahankan.54  
Ada tiga cara penyimpanan dingin berdasarkan perbedaan suhu 
yaitu suhu kamar (26-28° C), suhu rendah (5-10°C) dan suhu beku (di 
bawah suhu 0°C). Semakin rendah suhu penyimpanan mengakibatkan 
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daya simpannya bertambah lama. Penyimpanan pada suhu rendah 
menyebabkan terhambatnya pertumbuhan bakteri sehingga menghambat 
terjadinya perubahan biokimia, fisik dari produk pangan sehingga dapat 
memperpanjang umur simpannya.24  
Hasil penelitian tentang pengaruh suhu dan lama penyimpanan 
kefir terhadap kadar alkohol dan keasaman kefir melaporkan bahwa lama 
penyimpanan menunjukkan peningkatan kadar asam laktat dan kadar 
alkohol namun terjadi penurunan nilai pH. Kadar asam laktat berada pada 
kisaran normal 0,6-1,1% pada suhu kamar selama 4 hari dan 10 hari pada 
penyimpanan suhu rendah.24 Lama penyimpanan juga menyebabkan kadar 
asam laktat kefir semakin tinggi karena kandungan laktosa susu akan 
dirubah oleh bakteri asam laktat. Mutu kefir yang baik diperoleh dari 
kadar asam laktat kefir berkisar antara 0,6-1,1%. Hasil penelitian terkait 
lama penyimpanan dengan mutu kefir terbaik diperoleh hasil yang 
beragam, ada penelitian yang menyebutkan penyimpanan suhu rendah 
pada hari ke-10 dengan kadar asam laktat sebesar 1,08%, merupakan mutu 
kefir terbaik, penelitian lain yang dilakukan oleh Sokolinska et al.(2008) 
melaporkan kefir yang disimpan selama 7 hari merupakan kefir dengan 
kualitas terbaik.24 Hasil penelitian yang berbeda ditemukan pada penelitian 
terhadap kefir Norwegia yang menyebutkan selama  satu bulan 
penyimpanan terjadi penurunan bakteri asam laktat dan peningkatan 
jumlah ragi.  Hasil metabolisme ragi yaitu CO2 dan etanol yang meningkat 
selama penyimpanan.29 Penelitian lain yang serupa juga menyebutkan 
bakteri asam laktat mengalami penurunan sekitar 1.5 log unit antara 
penyimpanan hari ke-7 hingga hari ke-14, dan stabil setelah penyimpanan 
hari ke 14.61 
Penelitian tentang karakteristik kimia dan mikrobiologi kefir 
Brazilia selama fermentasi dan penyimpanan 2, 7, 14, dan 28 hari 
diperoleh hasil pH laktosa, asam sitrat pada kefir menurun, diikuti dengan 
peningkatan glukosa, galaktosa, etanol, asam laktat, asetat, butirat, dan 
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asam propionat.  Mikrobiologi dan karakteristik kimia berkontribusi 
terhadap rasa dan aroma kefir yang unik.  
Penelitian tentang pengaruh lama penyimpanan terhadap 
kandungan asam lemak kefir menunjukkan hasil bahwa kadar lemak total 
tidak mengalami perubahan selama penyimpanan, namun lama 
penyimpanan berpengaruh terhadap komposisi asam lemak. Proses 
desaturase yang terjadi  mengakibatkan peningkatan asam lemak tidak 
jenuh (monounsaturated fatty acid dan asam oleat) dan penurunan kadar 
lemak jenuh.  Keasaman dan protein meningkat saat proses fermentasi, 
sedangkan lama penyimpanan kefir tidak terlalu berpengaruh terhadap 
tingkat keasaman dan protein.30  
Hasil penellitian lain melaporkan bahwa lama penyimpanan kefir 
susu kambing pada suhu refrigerator memiliki pengaruh terhadap nilai 
viskositas yang lebih tinggi dan terjadi peningkatan asam laktat, tetapi 
tidak ada perbedaan kualitas profil protein terlarut kefir susu kambing. 
Kefir susu kambing masih layak untuk dikonsumsi oleh konsumen hingga 
28 hari penyimpanan.31 





Gambar 1. Kerangka konsep penelitian 
C. Hipotesis 
 Ada perbedaan  mutu gizi kefir susu kambing berfortifikasi vitamin B12 
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A. Ruang Lingkup Penelitian 
1. Ruang Lingkup Penelitian 
Ruang lingkup penelitian termasuk dalam lingkup Ilmu Teknologi 
Pangan terkait food production. 
2. Ruang Lingkup Tempat 
Penelitian akan dilaksanakan di Laboratorium Terpadu Universitas 
Diponegoro. 
3. Ruang Lingkup Waktu 
a. Pembuatan Proposal  : November- Desember  2016 
b. Penelitian   : Januari-Februari  2017 
c. Pengolahan Data  : Februari 2017 
d. Penulisan Laporan  : Maret 2017 
 
B. Rancangan Penelitian 
Penelitian ini termasuk dalam jenis penelitian eksperimental 
dengan menggunakan rancangan penelitian acak lengkap. Berdasarkan 
rumus     (r-1)(t-1) > 15, didapatkan bahwa jumlah pengulangan (r) adalah 
r > 4.   
Rancangan acak lengkap (RAL) dalam penelitian ini terdiri dari 
enam perlakuan. Enam perlakuan tersebut antara lain : penyimpanan kefir 
susu kambing berfortifikasi vitamin B12 dan vitamin D3 hari ke-0 (P0), 
hari ke-3 (P3), hari ke-6 (P6), hari ke-9 (P9), hari ke-15 (P15), hari ke-30 
(P30).  Dalam penelitian ini, akan diuji kandungan vitamin B12, vitamin 
D3, karbohidrat, protein, lemak, serat, dan total mikroba.  Selain itu, akan 
dilakukan analis SEM (Scanning Electron Microscopy) untuk melihat 
morfologi dan komposisi kefir.  Uji tambahan dalam penelitian ini yaitu 













Bagan 2.  Perencanaan penelitian  
Keterangan :  
A : Kelompok kontrol 
A0 : Kefir hari ke-0 
A3 : Kefir hari ke-3 
A6 : Kefir hari ke-6 
A9  : Kefir hari ke 9 
A15 : Kefir hari ke-15 
A30 : Kefir hari ke-30 
 
P : kelompok perlakuan 
P0 : Kefir hari ke-0 
P3 : Kefir hari ke-3 
P6 : Kefir hari ke-6 
P9 : Kefir hari ke-9 
P15 : Kefir hari ke-15 
P30 : Kefir hari ke-30 
P0 P3 P6 P9 P15 P30 A0 A3 A6 A9 A1 A30 
Kefir susu kambing 
Kontrol (A) 
Kefir berfortifikasi vitamin 
B12 dan vitamin D 
23 
 
C. Objek Penelitian 
Objek dalam penelitian ini adalah mutu gizi kefir susu kambing 
berfortifikasi vitamin B12 dan vitamin D3  berdasarkan lama 
penyimpanannya.  
 
D. Variabel Penelitian 
Variabel independen pada penelitian ini adalah lama penyimpanan, 
sedangkan variabel dependennya adalah mutu gizi kefir selama 0, 3, 6, 9, 
15, dan 30 hari yang meliputi kandungan vitamin B12, vitamin D3, uji 
karbohidrat, lemak, protein, dan serat serta uji total mikroba. 
 
E. Definisi Operasional 
1. Kefir susu kambing 
 Kefir susu kambing merupakan minuman fermentasi yang dibuat 
dengan penambahan bibit kefir.  Penambahan bibit kefir sebesar 5%  dan 
fermentasi berlangsung selama 24 jam.54 
Hasil ukur : mL 
Skala  : rasio 
2. Fortifikasi vitamin B12 dan vitamin D3 
 Fortifikasi atau penambahan vitamin B12 dan vitamin D3 ke dalam 
kefir susu kambing saat proses fermentasi.  Fortifikasi vitamin B12 sebesar 
20 μg /100 mL kefir, sedangkan vitamin D3 sebesar 42 IU/100mL.43 
Hasil ukur : μg /mL 
Skala  : rasio 
3. Lama penyimpanan 
 Pengaruh lama penyimpanan kefir susu kambing kontrol dan kefir 
susu kambing berfortifikasi vitamin B12 dan D3 dibedakan menjadi 6 
kelompok, yaitu penyimpanan hari ke 0,3,6,9, 15, dan 30.  
Hasil ukur : hari 





4. Kandungan gizi 
a. Kadar vitamin B12 
  Kandungan vitamin B12 yang terkandung dalam  kefir susu 
kambing  kelompok kontrol dan perlakuan selama penyimpanan hari ke 
0, 3, 6, 9, 15, 30.  Analisis dilakukan dengan metode spektrofotometri. 
 Hasil ukur : μg 
 Skala  : rasio 
b. Kadar Vitamin D3 
  Hasil analisis kadar Vitamin D3  yang terkandung dalam 
kefir susu kambing kelompok kontrol dan perlakuan selama 
penyimpanan hari ke 0, 3, 6, 9, 15, 30. Analisis dilakukan dengan 
metode spektrofotometri. 
 Hasil ukur : μg 
 Skala  : rasio 
c. Kadar Karbohidrat 
  Karbohidrat adalah senyawa yang terdiri dari unsur karbon, 
hidrogen, dan oksigen.70 Kadar karbohidrat total ditentukan dengan 
metode by difference.  
 Hasil ukur : % 
 Skala  : rasio 
d. Kadar Lemak 
  Lemak merupakan senyawa ester asam lemak dengan 
alkohol dan sukar larut dalam air.70 Kadar lemak dapat ditentukan 
dengan metode ekstraksi soxhletasi. 
 Hasil ukur : % 
 Skala  : rasio  
e. Kadar Protein 
  Senyawa organik kompleks yang merupakan polimer dari 
monomer asam amino yang dihubungkan satu sama lain dengan ikatan 
peptida.70  Kadar protein dapat ditentukan dengan metode Kjedahl. 
 Hasil ukur : % 
 Skala  :  rasio 
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f. Kadar Serat 
  Serat kasar adalah komponen sisa hasil hidrolisis suatu 
bahan pangan dengan asam kuat selanjutnya dihidrolisis dengan basa 
kuat sehingga terjadi kehilangan selulosa sekitar 50 % dan 
hemiselulosa 85 %.70 Kandungan serat diukur menggunakan metode 
penentuan kadar serat kasar AOAC1995. 
 Hasil ukur : % 
 Skala  :  rasio 
g. Uji total Mikroba 
 Uji total mikroba menggunakan angka Lempeng Total atau 
disebut juga TPC (Total Plate Count). Prinsip pengujian Angka 
Lempeng Total menurut metode Analisis Mikrobiologi (MA PPOM 
61/MIK/06) yaitu pertumbuhan koloni bakteri aerob mesofil setelah 
bahan diinokulasikan pada media lempeng dengan cara dituang dan 
diinkubasi pada suhu yang sesuai. 
 Hasil ukur  : angka dalam koloni (cfu) per ml/g atau  
koloni/100ml 
 Skala   : rasio 
5. Analisis SEM (Scanning Electron Microscope) 
Analisis menggunakan mikroskoskop elektron untuk melihat 
permukaan, morfologi, dan komposisi dari kefir berfortifikasi vitamin 
B12 dan vitamin D3 dengan mutu gizi yang terbaik. 
Hasil ukur  : - 
Skala  : rasio 
6. Uji tambahan 
a. Viskositas 
  Viskositas adalah kekentalan dari zat cair. Pengukuran 
viskositas menggunakan viscometer. 
 Hasil ukur : cPs 





b. Nilai pH (derajat keasaman) 
  Nilai pH (derajat keasaman) merupakan hasil analisis kadar 
asam kefir susu kambing pada kelompok kontrol dan kelompok 
perlakuan, diukur dengan pH meter. 
 Hasil ukur :  1. Asam= <7 
     2. Netral= 7 
     3. Basa= >7  
 Skala  :  Interval 
 
F. Prosedur penelitian 
1. Pembuatan kurva standar 
Tahapan penelitian dimulai dari pembuatan kurva standar vitamin B12 
dan vitamin D3 dengan menggunakan metode spektrofotometri (metode 
terlampir). 
2. Pembuatan Kefir 
 Bahan utama yang digunakan untuk pembuatan kefir susu kambing 
adalah bibit kefir, susu kambing,  vitamin D3, dan vitamin B12. Susu 
kambing  dari peranakan Etawa, diperoleh dari peternak kambing di Ungaran. 
Bibit kefir diperoleh dari Omah Kefir Ungaran. 
Langkah awal yang dilakukan dalam pembuatan kefir adalah 
pasteurisasi susu kambing hingga suhu 700C.  Selanjutnya, kefir didiamkan 
hingga suhu 250C, lalu diinokulasi dengan bibit kefir yang diberikan sebesar 
5% dari total susu, lalu ditambahkan vitamin B12 20mcg/100mL  dan vitamin 
D3 42 IU/100mL. Fermentasi kefir berlangsung selama 24 jam dengan suhu 
250C.55  
 Kefir yang telah mengalami fermentasi kemudian disaring untuk 
memisahkan kefir dengan bibit kefir. Selanjutnya, kefir dibagi ke dalam 6 
kelompok perlakuan penyimpanan yaitu kefir hari ke-0, 3, 6, 9, 15, dan 30.  
Mutu gizi kefir pada hari ke-0 akan digunakan sebagai kontrol terhadap mutu 
gizi kefir dengan lama penyimpanan yang berbeda.   
3. Pengujian mutu gizi kefir 
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   Kefir susu kambing berfortifikasi vitamin B12 dan D3 ini akan 
diuji kandungan gizi vitamin B12, vitamin D3 menggunakan 
spektrofotometri, uji protein menggunakan metode Kjedahl, uji karbohidrat 
menggunakan by difference, uji lemak menggunakan metode soxhletasi 
sedangkan serat menggunakan metode analisis serat AOAC 1995, dan uji 
total bakteri menggunakan total plate count (TPC). Penjelasan tentang 
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G. Pengumpulan Data 
Data primer dalam penelitian ini diperoleh dari hasil penelitian 
yang meliputi kandungan vitamin B12, vitamin D3, karbohidrat, lemak, 
protein, serat, dan hasil uji total bakteri, serta pH dan viskositas. 
Sedangkan data sekunder diperoleh dari jurnal ilmiah dan codex 
alimentarius. 
 
H. Pengolahan Data 
1. Analisis Univariat 
   Analisis data untuk menganalisis data per variabel cara 
dengan menghitung rata-rata dari hasil pengukuran  kandungan vitamin 
B12 dan vitamin D3, kadar karbohidrat, lemak, protein, dan total serat, 
serta total bakteri. Uji kenormalan data diukur menggunakan Shapiro-
wilk. 
2. Analisis bivariat 
Analisis data untuk melihat apakah ada perbedaaan  mutu 
kefir susu kambing berfortifikasi vitamin B12 dan vitamin D3 
berdasarkan lama penyimpanannya.  Uji statistik yang digunakan 
adalah  ANOVA satu arah bila data berdistribusi normal..  Uji 
dilakukan dengan derajat kepercayaan 95% dan α = 0.05. Ho diterima 
jika nilai  p value > 0.05, berarti tidak ada perbedaan yang bermakna 
dari mutu gizi kefir susu kambing berfortifikasi vitamin B12 dan 
vitamin D3 selama penyimpanan 0, 3, 6, 9, 15, dan 30 hari.  Apabila p 
value < 0.05 maka Ho ditolak, berarti ada perbedaan yang bermakna 
dari mutu gizi kefir susu kambing berfortifikasi vitamin B12 dan 
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Mutu Gizi dan Mikrobiologi Kefir Susu Kambing Berfortifikasi Vitamin B12 dan Vitamin D3 
Selama Penyimpanan 
 
Elsa Prisma Dianti1, Gemala Anjani1, Binar Panunggal1 
ABSTRAK 
Latar belakang : Fortifikasi vitamin B12 dan vitamin D3 dapat mempengaruhi keseimbangan 
ekosistem kompleks bakteri dan khamir dalam kefir susu kambing. Mutu gizi dan mikrobiologi 
kefir dapat berubah selama penyimpanan akibat adanya aktivitas bakteri dan khamir yang aktif. 
 
Tujuan : Menganalisis mutu gizi dan mikrobiologi susu kambing berfortifikasi vitamin B12 dan 
vitamin D3 selama penyimpanan.  
 
Metode : Penelitian eksperimental dengan rancangan penelitian acak lengkap (RAL) yang terdiri 
dari lima perlakuan, yaitu penyimpanan dengan suhu 50C pada hari ke-0, 3, 6, 9, dan 15. 
Kandungan vitamin B12, vitamin D3, protein diuji menggunakan spektrofotometri, lemak dengan 
metode babcock,  total bakteri asam laktat menggunakan metode total plate count, pH dengan pH 
meter, dan viskositas  menggunakan metode ostwald. 
 
Hasil : Tidak ada perbedaan kandungan vitamin B12, protein, lemak, dan viskositas kefir 
((p>0,05) selama penyimpanan 15 hari. Terdapat perbedaan konsentrasi vitamin D3 (p=0,038), 
total bakteri asam laktat (p=0,0001), dan pH(p=0,023). Konsentrasi vitamin D3 mengalami 
penurunan  antara hari ke-9 dan 15.  Total bakteri asam laktat mengalami peningkatan hingga hari 
ke 9 (6161± 1,296x107 cfu/ml), namun terjadi penurunan hingga 24% pada hari ke 15 (150±7,78x 
107 cfu/ml). pH kefir cenderung fluktuatif selama penyimpanan dengan nilai pH tertinggi 4,38 
pada hari ke-3, dan terendah 4,13 pada hari ke-9.  
 
Simpulan : Kandungan vitamin B12, protein, lemak, dan viskositas stabil selama penyimpanan. 
Nilai pH memenuhi ph standar kefir, yaitu 4,2-4,6. Vitamin D3 dan total bakteri asam laktat kefir 
menurun pada hari ke-15. 
 
Kata kunci : kefir susu kambing, fortifikasi vitamin B12 dan D3, penyimpanan  
 















Nutrition Quality and Microbiology of Goat Milk Kefir Fortified with Vitamin B12 and 
Vitamin D3 during Storage 
Elsa Prisma Dianti1, Gemala Anjani1, Binar Panunggal1 
ABSTRACT 
Background: Fortification of vitamin B12 and vitamin D3 can affect the balance of complex 
ecosystems of bacteria and yeasts in goat milk kefir. The quality of nutrition and microbiology of 
kefir may change during storage due to active bacterial and yeast activity. 
 
Objective : :To analyze the nutritional quality and microbiology of goat milk kefir fortified with 
vitamin B12 and vitamin D3 during storage. 
 
Methods : This research was experimental design with completely randomized design. 
Completely randomized design in this study consisted of five treatments, ie storage day 0 (P0), 3rd 
day (P3), 6th day (P6),  9th(P9), and 15th (P15). In this study, vitamin B12, vitamin D3, protein, 
were analyzed using spectrophotometric, fat using babcock method, total lactic acid bacteria using 
total plate count, pH with pH meter, and viscosity using ostwald method. 
 
Results : During 15 days in refrigerated storage, there was no significant difference (p> 0.05) of 
vitamin B12 concentration, protein, fat, and viscosity of kefir . There was a significant difference 
to vitamin D3 concentration (p=0,038), pH (p=0,023), and total lactic acid of kefir (p=0,0001).  
Vitamin D3 concentrations decreased between day 9 and 15. Total lactic acid bacteria increased 
until 9 days of storage (6161 ± 1.296x107 cfu / ml), but decreased to 24% on day 15 (150 ± 7.78x 
107 cfu / ml). pH kefir tends to fluctuate during storage with the highest pH value of 4.38 on day-
3, and lowest 4.13 on day-9. 
 
Conclusion : Vitamin B12, protein, fat, and viscosity kefir were stable during storage. pH value 
according to standard of  kefir 4,2-4,6. There were a decrease  of vitamin D3 and total lactic acid 
bacteria at day-15. 
 
Keywords : Goat milk kefir, fortification vitamin B12 and vitamin D3, storage. 











Resistensi insulin merupakan ketidakmampuan sel atau jaringan 
menggunakan insulin secara efektif untuk mengatur transpor glukosa ke dalam sel 
atau jaringan target yang mengakibatkan gangguan penyerapan glukosa darah.
1
 
Resistensi insulin merupakan salah satu fase perkembangan diabetes mellitus.
1
 
Riskesdas 2013 melaporkan 36,6% penduduk Indonesia usia >15 tahun 
mengalami keadaan glukosa darah puasa terganggu (GDP), yakni suatu keadaan 
hiperglikemia yang berisiko menjadi diabetes mellitus tipe 2.
2
 Beberapa studi 
menyebutkan pasien resistensi insulin memiliki kecenderungan mengalami 
defisiensi vitamin D3 (<50 nmol/L) dan vitamin B12 (≤ 148 pmol/l). Defisiensi 
vitamin D3 telah menjadi pandemik, banyak faktor yang dapat mempengaruhi 
konsentrasi vitamin D3 dalam tubuh, seperti lokasi geografis, etnis, musim, gaya 
hidup, dan asupan.
3-5 
Permasalahan defisiensi vitamin B12 pada pasien resistensi 
insulin diakibatkan asupan diet yang kurang dan malabsorbsi vitamin B12.
6-7 
Metformin, salah satu jenis obat biguanides untuk menurunkan kadar glukosa 
darah, dilaporkan menghambat absorbsi vitamin B12 karena metformin dapat 
mengubah motilitas usus untuk pertumbuhan bakteri usus sehingga berlebih dan 




Berdasarkan  hasil penelitian, kecukupan vitamin D3 dan vitamin B12 
dapat mengurangi keparahan resistensi insulin dan mencegah patogenesis 
komplikasi diabetes mellitus tipe 2.
10-12 
Vitamin D3 memegang peranan penting 
mempengaruhi sensitivitas insulin melalui peningkatan fungsi sel beta pankreas 
dalam menstimulasi sintesis dan pelepasan insulin.
10 
Hasil studi menyebutkan 
peningkatan asupan vitamin D dapat meningkatkan sensitivitas insulin. Studi lain 
menyebutkan suplementasi vitamin D meningkatkan sensitivitas insulin hingga 
54%.
13
 Sedangkan, vitamin B12 mempengaruhi sensitivitas insulin melalui 




Fortifikasi makanan merupakan salah satu upaya untuk mencegah 
defisiensi vitamin B12 dan vitamin D3 dengan menyediakan makanan yang kaya 
3 
 
kedua vitamin tersebut. Berhasilnya fortifikasi bergantung pada pilihan media 
fortifikasi. Media fortifikasi harus mudah didapat, harga terjangkau, dan 
mengandung nilai gizi yang tinggi.
15
 
Kefir susu kambing merupakan salah satu media yang baik untuk 
fortifikasi vitamin B12 dan vitamin D3 karena memiliki nilai gizi yang tinggi dan 
telah terbukti memiliki banyak manfaat kesehatan, seperti menjaga keseimbangan 
mikroflora usus, memperkuat sistem imun, menurunkan gula darah, serta 
kolesterol.
16
 Kefir merupakan jenis olahan susu fermentasi dari bibit kefir yang 
mengandung kompleks bakteri probiotik, seperti lactobacilli, lactococi, 
leuconostoc, dan acetobacteria serta khamir.
17 
Minuman probiotik ini dapat dibuat 
dari susu kambing maupun susu sapi.  Susu kambing memiliki keunggulan kaya 
mineral kalsium, fosfor, magnesium, vitamin A, vitamin C serta medium chain 
trygliserides (MCT) daripada susu sapi.  Namun, kandungan vitamin B12 dan 
vitamin D yang terkandung hanya sedikit.  Berdasarkan hal tersebut, maka susu 
kambing dipilih sebagai bahan baku pembuatan kefir dalam penelitian ini.
18 
 
Fortifikasi vitamin B12 dan vitamin D3 dapat mempengaruhi mutu gizi 
dan mikrobiologi karena di dalam kefir susu kambing terkandung kompleks 
bakteri probiotik dan khamir yang aktif dan sensitif terhadap perubahan 
lingkungannya. Sejauh ini, fortifikasi vitamin D3 yang pernah dilakukan pada 
produk keju terbukti efektif karena tidak mengubah karakteristik sensori dan 
vitamin D3 stabil dalam keju hingga 9 bulan, sedangkan penelitian tentang 
fortifikasi vitamin B12 belum banyak diteliti.
19
 Hasil penelitian melaporkan 
bahwa terjadi peningkatan CO2 dan etanol akibat adanya aktivitas Saccaromyces 
cerevisiae selama penyimpanan.
20 
Selain itu, aktivitas bakteri asam laktat dan 
asetat dalam kefir dapat menyebabkan denaturasi lemak, peningkatan viskositas, 
dan penurunan pH selama penyimpanan.
21,22
 Kefir masih aman dikonsumsi hingga 
1 bulan walaupun terjadi perubahan komposisi kefir selama penyimpanan.
22 
Adanya aktivitas metabolisme bakteri dan khamir yang aktif serta interaksi 
dengan vitamin B12 dan vitamin D3 dapat mempengaruhi mutu gizi dan 
mikrobiologi kefir selama penyimpanan, oleh sebab itu peneliti ingin mengetahui 
mutu gizi kefir susu kambing berfortifikasi vitamin B12 dan vitamin D3, yang 
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meliputi  kandungan vitamin B12, vitamin D3, karbohidrat, protein, lemak, dan 
total bakteri selama penyimpanan 0, 3, 6, 9, dan 15. 
 
METODE 
 Penelitian dilakukan di Laboratorium Terpadu Universitas Diponegoro 
pada bulan Maret hingga April 2017. Bahan utama yang digunakan untuk 
pembuatan kefir susu kambing adalah bibit kefir, susu kambing,  vitamin D3, dan 
vitamin B12. Susu kambing  diperoleh dari peranakan Etawa, peternak kambing 
di Ungaran, sedangkan bibit kefir diperoleh dari Omah Kefir Ungaran. Vitamin 
B12 berasal dari produk nutrition support Blackmores Vitamin B12, sedangkan 
vitamin D3 diperoleh dari produk vitamin D3 1000 IU Healthy Care. 
Langkah awal yang dilakukan dalam pembuatan kefir adalah pasteurisasi 
susu kambing hingga suhu 70
0
C.  Selanjutnya, kefir didiamkan hingga suhu 25
0
C, 
lalu diinokulasi dengan bibit kefir yang diberikan sebesar 5% dari total susu.  
Fermentasi kefir berlangsung selama 24 jam dengan suhu 25
0
C dan setiap 6 jam 
sekali dilakukan pengadukan.
16
 Fortifikasi vitamin B12 20mcg/100mL  dan 
vitamin D3 42 IU/100mL dilakukan pada jam ke 12, hal ini berdasarkan hasil 
penelitian tentang waktu fortifikasi yang telah dilakukan sebelumnya.
24, 25
  Setelah 
terfermentasi 24 jam, kemudian kefir disaring untuk memisahkan kefir dengan 
bibit kefir. Selanjutnya, kefir dibagi ke dalam 5 kelompok perlakuan penyimpanan 
yaitu kefir hari ke-0, 3, 6, 9, dan 15 untuk diuji kandungan vitamin B12, vitamin 
D3, protein, lemak, total bakteri asam laktat, pH, dan viskositas.  
Pengujian vitamin menggunakan spektrofotometri pada panjang 
gelombang 530 nm untuk vitamin B12 dan 264 nm untuk vitamin D3.  Penentuan 
kadar protein menggunakan metode Bradford lalu diuji dengan spektrofotometri 
pada panjang gelombang 595 nm. Lemak menggunakan metode babcock, total 
bakteri asam laktat dengan metode total plate count menggunakan MRSA, 
viskositas dengan metode ostwald, dan pH dengan menggunakan pH meter. 
 Seluruh data yang telah dikumpulkan diolah menggunakan software 
statistik. Sebelum diolah, data diuji normalitasnya menggunakan uji Saphiro-Wilk, 
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selanjutnya data diuji dengan uji oneway anova, uji Kruskall Wallis, dan uji Mann 




Berdasarkan hasil analisis, kandungan vitamin B12 kefir susu kambing 
berfortifikasi vitamin B12 dan vitamin D3 tidak berbeda selama penyimpanan  
(p=0,261). Hal tersebut berarti kandungan vitamin B12 kefir stabil hingga 15 hari 
penyimpanan. 
Tabel 1. Hasil analisis kandungan vitamin B12 berdasarkan lama penyimpanan 
Lama 
Penyimpanan 
Median vitamin B12 
(µg) 
Nilai minimum Nilai maksimum Nilai p 
Hari ke-0 678,12 560,00 941,56 0,261* 
Hari ke-3 609,06 577,19 658,12  
Hari ke-6 560,62 526,56 609,69  
Hari ke-9 836,25 666,88 837,19  
Hari ke-15 867,81 576,62 880,94  
*Pengujian dengan Kruskall Wallis 
Vitamin D3 
 Berdasarkan hasil analisis, diperoleh hasil terdapat perbedaan konsentrasi 
vitamin D3 selama penyimpanan (p=0,038).  Perbedaan terjadi diantara hari ke-0 
hingga hari ke-3 dan hari ke-9 sampai 15, dimana terjadi penurunan kandungan 
vitamin D3. 
Tabel 2. Hasil analisis kandungan vitamin D3 berdasarkan lama penyimpanan 
Lama Penyimpanan Konsentrasi vitamin D3 (IU) Nilai p 
Hari ke-0 57,63    ±   9,590 a 0,038* 
Hari ke-3 44,83    ±   1,1946 ab  
Hari ke-6 41,16    ±   4,3787 b  
Hari ke-9 45,58    ±   6,0774ab  
Hari ke-15 27,33    ±   6,3024 c  
Keterangan: Angka yang diikuti huruf superscript berbeda (a,b,c,d) menunjukkan beda nyata  
*Pengujian dengan Kruskall Wallis 
Protein 
Berdasarkan hasil analisis, kandungan protein kefir susu kambing 
berfortifikasi vitamin B12 dan vitamin D3 tidak berbeda selama penyimpanan.  





Tabel 3. Hasil analisis kandungan protein berdasarkan lama penyimpanan 
Lama Penyimpanan Kadar Protein (%) Nilai p 
Hari ke-0 2,320   ± 0,268 0,190* 
Hari ke-3 1,880   ± 0,1149  
Hari ke-6 1,595   ± 0,3517  
Hari ke-9 1,615   ± 0,5567  
Hari ke-15 1,449   ± 0,3911  
*Pengujian dengan oneway anova 
 
Lemak 
Berdasarkan hasil analisis, tidak ada perbedaan kandungan lemak kefir 
susu kambing berfortifikasi vitamin B12 dan vitamin D3 selama penyimpanan 
(p=0,259). Nilai kandungan lemak berkisar antara 7,0443 ± 0.43935% hingga 
8.0151 ± 0.6965%. Nilai kandungan lemak tersebut  memenuhi syarat kefir dalam 
Codex Alimentarius, yakni <10%.
43 
Tabel 4. Hasil analisis kandungan lemak berdasarkan lama penyimpanan 
Lama penyimpanan Lemak (%) Nilai p 
Hari ke-0 7,0443 ± 0.43935 0,259* 
Hari ke-3 8,0028 ± 2.3191  
Hari ke-6 8.0151 ± 0.6965  
Hari ke-9 7.3100 ± 1.1399  
Hari ke-15 7,9505 ± 0.8298  
*Pengujian dengan oneway anova 
Total Bakteri Asam Laktat 
Berdasarkan hasil analisis, total bakteri asam laktat berkisar antara 5,45 x 
10
7
 sampai dengan 6,982 x 10
10
 cfu/ml. Total bakteri asam laktat kefir susu 
kambing berfortifikasi vitamin B12 dan vitamin D3 sesuai dengan standar dari 




Berdasarkan uji Post hoc, 
terdapat perbedaaan jumlah bakteri asam laktat  selama penyimpanan. Jumlah 
bakteri asam laktat meningkat hingga hari ke 6, kemudian stabil hingga hari ke 9, 
dan terjadi penurunan pada hari ke-15. 
Tabel 5. Hasil analisis total bakteri asam laktat berdasarkan lama penyimpanan 
Keterangan: Angka yang diikuti huruf superscript berbeda (a,b,c,d) menunjukkan beda nyata  
*Pengujian dengan oneway Anova 
Lama Penyimpanan Total BAL (107cfu/mL) Nilai p 
Hari ke-0 5,41    ±  4,419ad 0,000* 
Hari ke-3 53,38  ±  6,301ad  
Hari ke-6 6982   ±  8,732b  
Hari ke-9 6161   ±  1,296bc  




Derajat keasaman (pH) 
Berdasarkan hasil analisis, terdapat perbedaan pH selama penyimpanan 15 
hari.  Nilai pH berbeda nyata pada hari ke-0 dengan hari ke-3. Peningkatan pH 
terjadi pada hari ke 3, dimana nilai pH meningkat 0,1 menjadi 4,38. Selanjutnya 
pH turun hingga hari ke 9, namun terjadi kenaikan pH pada hari ke 15.   
Tabel 6. Hasil analisis pH berdasarkan lama penyimpanan 
Lama Penyimpanan Ph Nilai p 
Hari ke-0 4,28 ± 0,0461 a 0,023* 
Hari ke-3 4,38 ± 0,05774 b  
Hari ke-6 4,30 ± 0,0288 ac  
Hari ke-9 4,13 ± 0,0346 d  
Hari ke-15 4,26 ± 0,0416 ac  
Keterangan: Angka yang diikuti huruf superscript berbeda (a,b,c,d) menunjukkan beda nyata  
*Pengujian dengan Kruskall Wallis 
Viskositas 
Berdasarkan hasil analisis, viskositas kefir susu kambing berfortifikasi 
vitamin B12 dan vitamin D3 tidak berbeda selama penyimpanan (p=0,129).  Hal 
tersebut berarti nilai viskositas stabil selama penyimpanan. 










Hari ke-0 0,0429 0,0393 0,0466 0,129* 
Hari ke-3 0.0500 0,0464 0,0572  
Hari ke-6 0.0535 0,0466 0,0621  
Hari ke-9 0.0470 0,0428 0,0544  
Hari ke-15 0.0446 0,0429 0,0446  
*Pengujian dengan Kruskall Wallis 
PEMBAHASAN 
Vitamin B12 
Vitamin B12 memiliki struktur yang kompleks dan hanya dapat diproduksi 
atau biosintesis dari fermentasi bakteri.
 26
 Peran vitamin B12 adalah sebagai 




Berdasarkan hasil penelitian, kefir susu kambing yang telah difortifikasi 
vitamin B12 sebesar 20µg per 100mL, diperoleh hasil kandungan vitamin B12 
yang lebih tinggi  hingga 40 kali lipat dari jumlah fortifikasi, hal ini terjadi karena 
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adanya vitamin B12 yang sudah terkandung dalam susu kambing serta bakteri 
Propionibacterium shermani B369 dan bakteri Propionibacterium freudenreichi 
spp  yang memproduksi vitamin B12 saat fermentasi.
28
  
Kandungan vitamin B12 dalam kefir susu kambing berfortifikasi vitamin 
B12 dan vitamin D3 tidak berbeda selama penyimpanan.  Bila dibandingkan 
dengan kefir tidak berfortifikasi, fase atau grafik naik turunnya kandungan 
vitamin B12 antara kefir terfortifikasi dengan kontrol sebenarnya sama, dimana 
pada hari ke 6 kandungan vitamin B12 turun kemudian meningkat di hari ke 9 dan 
stabil hingga hari ke 15 (grafik perbandingan dapat dilihat pada lampiran 3). 
Kestabilan kandungan vitamin B12 dipengaruhi oleh peningkatan 
propionic acid bacteria yang memproduksi vitamin B12 selama penyimpanan. 
Peningkatan  propionic acid bacteria diiringi juga dengan peningkatan etanol, 
asam asetat, asam butirat, glukosa, dan galaktosa.
29 
Vitamin D3 
Vitamin D memiliki dua bentuk yaitu vitamin D2 dan vitamin D3.  
Vitamin D2 (ergokalsiferol) lebih banyak ditemukan pada tanaman, sedangkan 
vitamin D3 (kolekalsiferol) diperoleh dari cahaya matahari. Perbedaan kedua 
vitamin terletak pada gugus methil yang hanya dimiliki vitamin D2 saja. 
Berdasarkan hasil penelitian, vitamin D3 lebih aktif dan efektif meningkatkan 
25(OH)D dalam plasma dibandingkan vitamin D2.
30
 Oleh sebab itu, vitamin D3 
yang digunakan sebagai fortifikan dalam penelitian ini, 
Berdasarkan hasil analisis, kandungan vitamin D3 dalam kefir 
berfortifikasi vitamin B12 dan vitamin D3 berbeda selama penyimpanan, dimana 
vitamin D3 menurun pada hari ke-15.  Konsentrasi  vitamin D3 tertinggi pada 
hari ke-0 (57,63 ± 9,590
 
IU) dan terendah pada hari ke-15 (27,33±6,3024 IU). 
Bila dibandingkan dengan kefir tidak berfortifikasi, kandungan vitamin D3 pada 
kefir terfortifikasi lebih tinggi selama penyimpanan, walaupun pada hari ke 15, 
terjadi penurunan kandungan vitamin D3 (grafik perbandingan dapat dilihat pada 
lampiran 3). Hasil penelitian ini berbeda dengan fortifikasi vitamin D3 pada 







lebih stabil dalam yogurt karena bakteri yang terdapat dalam kefir lebih banyak 
daripada yogurt.  Kompleks bakteri dan khamir dalam kefir yang aktif bersifat 
proteolisis dan lipolisis, hal tersebut yang dapat mempengaruhi kestabilan 
vitamin D3.
16 
Dalam kefir, vitamin D berikatan dengan β-laktoglobulin A dan β –kasein 
(peptida protein). β-laktoglobulin A and β-kasein melimpah dalam whey protein 
dan kasein, hal inilah yang mempengaruhi stabilitas dan bioavailabilitas vitamin 
D3 di dalam kefir.
32 
β-laktoglobulin A dan β-kasein mengikat kuat vitamin D3 dan 
interaksi antara vitamin D3 dengan protein susu saling bergantungan. Vitamin D3 
tetap dapat berikatan dengan β-lactoglobulin A dalam lingkungan asam 
lambung.
33 
Berdasarkan hasil penelitian, β-kasein mengalami proteolisis menjadi 
asam amino arginin dan glutamin karena adanya etanol yang berpengaruh 
terhadap kestabilan vitamin D3.
21,44
 Hal ini berkaitan dengan hasil total bakteri 
asam laktat menurun yang mengindikasikan adanya peningkatan aktivitas khamir 
yang menghasilkan etanol. Selain protein, faktor lain yang mempengaruhi 
stabilitas vitamin D3 yaitu paparan cahaya karena vitamin D3 sensitif terhadap 
cahaya dan lipolisis oleh khamir, dimana vitamin D3 merupakan vitamin yang 





Kadar protein terlarut atau yang sering disebut daya cerna protein 
merupakan kemampuan suatu protein untuk dihidrolisis menjadi asam amino oleh 
enzim pencernaan. Daya cerna protein merupakan salah satu faktor yang 
menentukan mutu protein karena menunjukkan ketersediaan asam amino secara 
biologis.
35
 Dalam penelitian ini, kandungan protein terlarut kefir susu kambing 
berfortifikasi vitamin B12 dan vitamin D3 stabil selama penyimpanan 15 hari. 
Hasil penelitian ini sesuai dengan studi pada kefir tanpa fortifikasi yang 
menyebutkan tidak ada perbedaan kandungan protein selama penyimpanan.
22
 Hal 
ini terjadi karena perubahan yang terjadi (proteolisis) relatif kecil.          
10 
 
Selama fermentasi, telah terjadi hidrolisis protein oleh aktivitas enzim 
proteolitik yang memecah protein menjadi fraksi-fraksi protein yang lebih kecil 
atau peptida. Laktoglobulin dan laktalbumin serta komponen lain yang terdapat 
didalam whey akan dirubah menjadi beberapa peptida. Laktoglobulin yang 
merupakan komponen utama whey dirubah menjadi β-laktoglobulin-A, β-
laktoglobulin-B dan angiotensin converting enzyme (ACE). Pemecahan protein 
menjadi fraksi yang lebih kecil saat fermentasi, menyebabkan nilai kandungan 




Selama penyimpanan 15 hari, lemak kefir susu kambing tidak mengalami 
perubahan yang signifikan. Kandungan lemak tetap stabil, walaupun ada 
peningkatan bakteri asam laktat hingga hari ke-9.  Secara teori, pertumbuhan 
bakteri asam laktat akan menyebabkan lipolisis lemak menjadi asam lemak 
bebas.
37 
Hasil penelitian ini berbeda dengan hasil studi lain yang menyebutkan 
lama penyimpanan dapat mengakibatkan penurunan lemak serta viskositas.
21
 
Kandungan lemak menurun hingga 7.9%  pada hari ke 14, kondisi ini terjadi 
karena pertumbuhan bakteri dan khamir yang bersifat lipolisis..
37,39 
Jenis dan 
kualitas susu merupakan faktor yang mempengaruhi kestabilan lemak sehingga 
diperoleh hasil yang berbeda dengan penelitian sebelumnya.
37 
Semakin tinggi 
lemak yang terkandung, maka dadih kefir (warna putih) lebih banyak.  Hal 
tersebut dapat berpengaruh terhadap kekentalan kefir. 
Total Bakteri Asam Laktat 
Kefir dan bibit kefir mengandung aneka ragam bakteri asam laktat yang 
sudah teridentifikasi melalui uji fisiologi dan kimia, terdapat Lactobacillus 
acidophilus, Lb. brevis, Lb. paracasei subsp. paracasei, Lb. delbrueckii subsp, Lb. 
Helveticus, Lb. kefiri, Lb. kefiranofaciens, Lb. plantarum, Leuconostoc 
mesenteroides subsp., Lactococcus lactis subsp, Streptococcus thermophilus.
38 
 
Total bakteri asam laktat tertinggi diperoleh pada hari ke 6 (6,96 x 
10
10
cfu/mL) dan terendah pada hari ke 0 (5,31x10
7
cfu/mL). Peningkatan bakteri 
11 
 
asam laktat yang drastis berdampak pada penampakan fisik kefir, yaitu adanya 
pemisahan campuran (kuning bening dan putih susu) yang menunjukkan bahwa 
degradasi komponen zat gizi makro kefir oleh bakteri asam laktat.
17
  Saat hari ke 
0, bakteri asam laktat cenderung sedikit karena pada awal fermentasi bakteri asam 
laktat masih dalam fase adaptasi.
 22 
Populasi bakteri asam laktat mulai meningkat 
pada hari ke-3, bakteri asam laktat mampu beradaptasi dan memanfaatkan sumber 
energi dari laktosa yang ada pada kefir, khamir juga akan mengambil kesempatan 
menghidrolisis laktosa, sehingga menghasilkan CO2 dan alkohol. Senyawa OH
-
 
dari alkohol akan bereaksi dengan senyawa H
+
 dari asam laktat.
17,22
 Peningkatan 
populasi bakteri asam laktat berlanjut hingga hari ke 6 dan  9, namun pada hari ke 
15 terjadi penurunan bakteri asam laktat karena adanya aktivitas metabolisme 
khamir yang mendegradasi laktosa.
20
 Hasil ini sejalan dengan penelitian lain yang 
menyebutkan bahwa bakteri asam laktat mengalami penurunan pada hari ke 7 




Berdasarkan hasil analisis, pH kefir susu kambing berfortifikasi vitamin 
B12 dan vitamin D3  berbeda selama penyimpanan.  Walaupun berbeda 
signifikan, pH kefir susu kambing berfortifikasi vitamin B12 dan vitamin D3 
masih tergolong baik dan memenuhi standar pH kefir yang berkisar antara 4,2-
4,6.
16 
 Stabilitas nilai pH dipengaruhi oleh bakteri asam laktat.  Semakin banyak 
populasi bakteri asam laktat, maka nilai pH akan semakin turun. 
39 
 
Perbedaan nilai pH terjadi sejak 3 hari pertama. Terjadi peningkatan pH 
kefir dari 4,28 pada hari ke-0 menjadi 4,38 pada hari ke-3. Hal tersebut tejadi 
karena adanya aktivitas khamir yang mendegradasi laktosa menjadi alkohol.
32
  
Berdasarkan hasil penelitian, populasi khamir  dalam kefir meningkat pada 7 hari 
pertama.
39  
Selanjutnya, pH kefir berbeda nyata pada hari ke 6 dan 9, dimana terjadi 
penurunan pH. Hal tersebut terjadi karena asam laktat yang terbentuk semakin 
banyak, sehingga menyebabkan pH kefir semakin turun. pH kembali meningkat 
(4,13 menjadi 4,26) pada hari ke 15. Penurunan populasi bakteri asam laktat dan 
12 
 
meningkatnya aktivitas khamir yang mendegradasi laktosa menjadi alkohol inilah 
yang mempengaruhi peningkatan pH. 
Hasil penelitian lain menyebutkan, penurunan pH terjadi selama 7 hari 
pertama, selanjutnya pH kefir konstan hingga hari ke-14.
39
 Hal tersebut 
dipengaruhi oleh keseimbangan bakteri asam laktat dan khamir yang terkandung 
dalam kefir.
 40  
Viskositas 
Viskositas kefir susu kambing berfortifikasi vitamin B12 dan vitamin D3 
tidak berbeda selama penyimpanan (p>0,05). Viskositas kefir berkisar antara 
0,0393-0,0544 cm
2
/s. Hasil penelitian ini berbeda dengan penelitian sebelumnya, 
dimana terjadi penurunan viskositas selama penyimpanan 14 hari.
41 
 
Viskositas dipengaruhi oleh bakteri asam laktat, total padatan, lemak, dan 
protein yang terdapat dalam kefir.
42
 Peningkatan viskositas kefir terjadi saat 
proses fermentasi 24 jam. Bibit kefir yang mengandung bakteri asam laktat dan 
khamir yang dapat meningkatkan viskositas produk karena adanya 
exopolysaccharide atau kefiran. Exopolysaccharide dalam kefir diproduksi oleh 
berbagai macam bakteri asam laktat yaitu Lactobacilius, Streptococcus, 
Lactococcus, dan Leuconostoc. Bakteri asam laktat S.thermophilus menghasilkan 
texturising agents eksoselular exopolysaccharide dan berinteraksi dengan protein 
susu sehingga meningkatkan viskositas, begitu juga dengan L.bulgaricus yang 




 Kandungan vitamin B12, protein, lemak, dan viskositas kefir susu 
kambing berfortifikasi vitamin B12 dan D3 stabil selama penyimpanan 15 hari.  
Nilai pH kefir masih masuk dalam range standar pH kefir, yaitu 4,2-4,6. Hal ini 
menunjukkan kefir masih layak dikonsumsi.  Namun, terjadi penurunan vitamin 
D3 dan total bakteri asam laktat pada hari   ke-15. Walaupun total bakteri asam 







 Perlu adanya penelitian lanjutan efek konsumsi kefir susu kambing 
berfortifikasi vitamin B12 dan vitamin D3 pada tikus dengan kondisi 
hiperglikemia dan pengembangan kefir sebagai pangan fungsional yang dapat 
disukai dan diterima masyarakat terutama penderita resistensi insulin. 
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